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Abstract
誗AIM: To observe buddleja officinalis total flavonoids蒺
effect on the basal tear secretion amount, tear film
stability, lacrimal gland histomorphology and serum
testosterone level of castrated male rat model with
xeroma, to study the mechanism of rat xeroma caused
by buddleja officinalis total flavones蒺 anti-sex hormones
disorders.
誗MEATHODS: A total of 150 Wistar male rats of 1 month
old, weighted about 200g, were randomly divided into 5
groups with 30 rats in each group with A representing
normal group; B representing sham operation group; C
representing surgery control group; D representing
group treated with androgen; E representing group
treated with buddleja officinalis total flavonoids. For the
groups C, D, E, the bilateral testicle and epididymis
were excised; For group B, scrota were incised without
removal of the testicles, as the sham operation group;
For group A, nothing was done. One week after
modeling when the wound was to be healed, drug was
given to each group. Respectively at the 1
st month, 3
rd,
and 5
th months after treatment, 10 rats were randomly
selected in each group, to receive Schirmer I test, tear
breakup time measurement. Blood serum testosterone
levels were tested in the fifth month.
誗 RESUITS: For groups D and E, the Schirmer I test
measurements were significantly higher than that of
group C ( P < 0. 05 ), tear film breakup time was
significantly longer than that of group C ( P < 0. 05).
Serum testosterone levels in groups C and E were
significantly lower than that in groups A, B, D (P<0.01).
誗CONCLUSION: Decreased androgen levels can lead to
xeroma, and removal of bilateral testes and epididymis
can successfully establish the animal models of xeroma
in rats caused by decreased androgen levels. Buddleja
officinalis total flavonoids have androgenic effect, which
produces the similar treatment effect of xeroma with
testosterone propionate. Buddleja officinalis total
flavonoids may become a new treatment for xeroma.
誗KEYWORDS:castration; xeroma; testosterone; buddleja
officinalis total flavonoids
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摘要
目的:观察密蒙花总黄酮对去势雄鼠干眼病大鼠模型基
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密蒙花总黄酮抗性激素水平失调导致的大鼠干眼病的作
用机制。
方法:将 1 月龄健康雄性 Wistar 大鼠 150 只,体质量 200g
左右,采用随机数字法分为 5 组,每组 30 只。 分别为:A:
正常组;B:假手术组;C:手术对照组;D:雄激素治疗组;E
代表:密蒙花总黄酮治疗组;将 C,D,E 三组实验鼠切除
双侧睾丸及附睾;B 组只切开阴囊而不切除睾丸,作为假
手术组;A 组不做任何处理。 各组在造模后 1wk,待伤口
基本愈合后开始用药。 各组实验动物分别于用药 1,3,
5mo 后随机取 10 只, 行 Schirmer 玉试验(S玉t)、测量泪
膜破裂时间(breaking up time,BUT),于第 5mo,抽血测定
血清睾酮水平。
结果:D,E 组 S玉t 测量值明显高于 C 组(P<0. 05)、BUT
明显长于 C 组(P<0. 05),血清睾酮水平 C,E 组明显低于
A,B,D 组(P<0.0l)。
结论: 雄激素水平下降可导致干眼病,采用双侧睾丸及
附睾切除的方法可成功建立雄激素水平下降所致的大鼠
干眼病动物模型。 密蒙花总黄酮具有拟雄激素效应,能
够产生同丙酸睾酮治疗干眼病相似的效果。 密蒙花总黄
酮可能成为治疗干眼病的一个全新药物。
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0 引言
摇 摇 干眼(dry eye,xerophthalmia)是一种临床常见的慢性
眼表疾病,是指任何由于泪液的量或质及动力学引起的
异常
[1]。 近年来国内外研究表明,性激素尤其是雄激素,
可调节机体及局部的免疫功能,调控泪腺和睑板腺的形
态、发育、分化及分泌功能。 性激素水平下降后,对泪腺
调节作用异常,导致泪膜不稳定,最终导致干眼病。
摇 摇 前期研究证明,密蒙花花蕾中分离得到 8 个黄酮类
化合物,黄酮类化合物属于植物性激素的一种,其化学结
构与性激素有相似性,可能在治疗性激素水平下降导致
的干眼病方面起到独到的效果。 我们于 2010-03/09 制
作去势雄鼠干眼病模型,测定其给药前后基础泪液分泌
量、泪膜稳定性及血清睾酮水平的变化,观察密蒙花总黄
酮对去势雄鼠干眼病大鼠模型血清睾酮水平的影响。
1 材料和方法
1.1 材料
1.1.1 实验动物摇 选用健康 1 月龄雄性 Wistar 大鼠 150
只(由中南大学实验动物中心提供),体质量 200g 左右,
无眼部疾患,饲养温度 20益 ~ 25益,饲养条件一致,自动
摄食和饮水,昼夜自然光照。
1.1.2 主要仪器设备和手术器材摇 YZ5E-玉照相裂隙灯
显微镜(苏州六六视觉医疗器械有限公司生产);显微摄
像机(德国 Motic 公司生产);JA21002 电子天平(上海精
科天平厂生产);离心管(上海博讯实业有限公司生产);
GB11241-89 恒温水浴箱(北京医疗设备厂生产);TGL-
16G-A 飞鸽牌低温台式离心机(上海安亭科学仪器厂
生产)。
1.1.3 主要药品和试剂摇 密蒙花干药材由湖南九汇现代
中药有限公司提供,其总黄酮制备由该课题组博士在湖
南省植物提取工程提取中心完成(密蒙花药材中蒙花苷
含量为 0.85%,提取成品中蒙花苷含量约 17%,蒙花苷
中总黄酮含量>80%);丙酸睾酮注射液(25mg/ mL):上
海通用药业股份有限公司生产;Schirmer 试验滤纸:天津
晶明新技术开发有限公司生产;荧光素钠染色条:天津晶
明新技术开发有限公司生产;3% 过氧乙酸:北京中杉金
桥生物技术公司提供;血清睾酮放射免疫试剂盒:北京市
普尔伟业生物科技有限公司解放军总医院科技开发中心
放射免疫所提供。
1.2 方法
1.2.1 实验动物分组摇 对 150 只雄鼠,采用随机数字法
分为 5 组,每组 30 只。 分别为:A 代表:正常组;B 代表:
假手术组;C 代表:手术对照组;D 代表:雄激素治疗组;E
代表:密蒙花总黄酮治疗组;1 代表:饲养 1mo 后;2 代表:
饲养 3mo 后;3 代表:饲养 5mo 后。
1.2.2 Wistar 大鼠性激素水平下降导致干眼病动物模型
的制作摇 参照马轶群等
[2]方法改进:将实验鼠用 200g/ L
氨基甲酸乙酯(乌拉坦,200g/ L)按 7mL/ kg 体重腹腔注
射,全身麻醉后,仰卧位固定于鼠架上。 消毒铺巾,用消
毒刀片将腹腔切一小口,用力将一侧睾丸由腹腔挤入切
口附近并捏紧,勿使其滑动,结扎精索静脉及输精管后,
切除睾丸及附睾,同法切除另侧睾丸及附睾,观察切口处
无出血后,间断缝合腹腔皮肤后碘伏消毒,涂红霉素软膏
预防感染。 将 C,D,E 三组实验鼠切除双侧睾丸及附睾;
B 组只切开阴囊而不切除睾丸,作为假手术组;A 组不做
任何处理。 术后 7d 拆线,切口一期愈合,见图 1。
1.2.3 给药方法摇 各组在造模后1wk,待伤口基本愈合后
开始用药。 密蒙花总黄酮的灌胃剂量和丙酸睾酮注射量
均按成人常用剂量,通过体表面积换算方法进行计算(大
鼠以 0. 2kg 体质量为标准,人以 60kg 体质量为标准)。
A,B,C 组以 9g/ L 生理盐水 5mL/ kg 灌胃,1 次/ d;D 组丙
酸睾酮注射液以 1颐4 麻油稀释后按 0. 5mL/ kg 大腿肌肉
注射,1 次/3d;E 组以 10g/ L 密蒙花提取物生理盐水混悬
液 5mL/ kg 灌胃,1 次/ d。
1.2.4 干眼病的传统检查方法摇 检查均由同一人完成,
每次检查时间、地点、照明亮度、湿度及温度相同。 参照
有关文献[3,4],各组动物分别于 1,3,5mo 后随机取 10
只,以 200g/ L 乌拉坦 7mL/ kg 体质量经大鼠腹腔注射全
麻后, 行 Schirmer 玉试验(S玉t)、测量泪膜破裂时间
(breaking up time,BUT)。
1.2.4.1 S玉t摇 正常滤纸大小为5mm伊35mm 的 Whatmean
41 号滤纸条。 预实验及前期实验结果显示:大鼠正常泪
液分泌量较正常人少,以这种大小的滤纸检查,滤纸被渗
湿的长度仅能达到被折弯的 5mm 处,实验结果存在不合
理性。 参照有关文献[4] 将其剪成立两半,即变成 2.
5mm伊35mm 大小,将一端折弯5mm,置于下睑内侧1/3 结
膜囊内,其余部分悬垂于皮肤表面。 闭眼,5min 后测量
滤纸湿润长度(不包括反折),见图 2。
1.2.4.2 BUT 测定摇 将荧光素钠测试纸浸湿后在下睑结
膜囊内涂抹,使眼睑闭合荧光素均匀分布于角膜表面后,
固定其上下睑使角膜充分暴露,于裂隙灯下用钴蓝光照
射观察,从最后一次瞬目开始计时,用秒表记录泪膜上出
现第一个破裂点的时间,见图 3。
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图 2摇 Schirmer I 试验。
图 3摇 BUT 测定。
1.2.5 血清睾酮水平测定摇 200g/ L 乌拉坦腹腔注射全身
麻醉后,消毒腹部皮肤后切开皮肤,暴露腹主动脉,用真
空采血管(未加抗凝剂)通过腹主动脉采血。 将采集的
血液放入离心机离心后取上层血清液放入冰箱-4益 保
存,送湖南中医药大学第一附属医院放射免疫中心,用放
射免疫的方法测定大鼠血清睾酮水平。
摇 摇 统计学分析:所有数据均经 SPSS 16. 0 系统软件处
理。 计量资料以平均数依标准差(軃 x依s)表示。 若满足正
态性和方差齐性,则用多因素方差分析两两比较法;不满
足正态性和方差齐性时,则用非参多重比较法。 以 P<
0郾 05 为检验显著性标准, 以 P<0. 01 为检验非常显著性
标准。
2 结果
2.1 干眼病的传统检查结果
2.1.1 S 玉 t摇 各组比较见表1。 由此可见,随着时间的延
长,动物的泪液分泌功能逐渐下降。 雄激素治疗组和密
蒙花总黄酮治疗组的泪液分泌功能比手术对照组要好。
表 1摇 各组大鼠治疗后 S玉t 测量值 (軃 x依s,mm/5min)
组别 治疗后 1mo 治疗后 3mo 治疗后 5mo
A 组 7. 11依0. 81 6. 87依0. 94 6. 59依0. 85
B 组 6. 89依1. 19 6. 60依0. 73 6. 08依0. 89
C 组 6. 04依0. 72
a 4. 39依0. 86
a,c 3. 71依0. 91
a,c
D 组 6. 58依0. 79 5. 85依0. 89
a,c 5. 41依1. 32
a,c
E 组 6. 22依0. 81
a 5. 74依0. 61
a 5. 32依0. 95
a
aP<0. 05 vs A 组;
cP<0. 05 vs 治疗后 1mo。
表 2摇 各组大鼠治疗后 BUT 测量值 (軃 x依s,s)
组别 治疗后 1mo 治疗后 3mo 治疗后 5mo
A 组 12. 79依1. 24 11. 10依1. 07 10. 58依0. 86
c
B 组 12. 07依1. 17 10. 85依1. 24 10. 39依1. 15
C 组 10. 58依1. 07
a 9. 15依1. 37
a,c 7. 78依1. 07
a,c
D 组 11. 18依0. 81
a 10. 12依0. 77
c 9. 34依0. 87
a,c
E 组 10. 86依0. 80
a 9. 84依0. 96
a,c 9. 03依0. 98
a,c
aP<0. 05 vs A 组;
cP<0. 05 vs 治疗后 1mo。
表 3摇 各组大鼠治疗第 5mo 血清睾酮浓度 (軃 x依s,滋mol/ L)
组别 血清睾酮浓度
A 组 4. 46依2. 18
B 组 4. 43依2. 59
C 组 0. 39依0. 61
a
D 组 4. 45依2. 50
E 组 0. 25依0. 25
a
aP<0. 05 vsA 组。
2.1. 2 BUT 测定摇 各组比较见表 2。 由此可见,随着时
间的延长,动物的 BUT 逐渐缩短。 雄激素治疗组和密蒙
花总黄酮治疗组的 BUT 比手术对照组要长。
2.2 血清睾酮浓度测定摇 血清睾酮浓度比较见表 3。 由
此可见,切除了睾丸和附睾的雄鼠体内睾酮水平确实明
显下降,密蒙花总黄酮并不能提高去势雄鼠体内睾酮水
平,但它具有类似雄激素的生物学效应。
3 讨论
3.1 干眼病动物模型的建立摇 从20 世纪70 年代起,干眼
病动物模型就陆续的建立起来了。 Fujihara 等
[5] 将机械
性阻止瞬目与甲苯胺蓝染色有机结合,建立了兔短期干
眼病模型;施炜等
[6]通过第三眼睑切除联合板层角膜切
开成功建立了反射缺乏型干眼动物模型;Burgalassi 等
[7]
通过每日重复注射 10g/ L 硫酸阿托品诱导形成兔简单干
眼病模型;Gifford 等
[8]通过烧灼兔睑板腺口,导致睑板腺
口阻塞,脂质不能正常排出,引起泪膜脂质层异常,从而
产生干眼病。 Gilbard 等
[9] 将射频探针插入兔三叉神经
节,去除兔眼表的神经支配,发现泪液分泌量明显下降,
泪液渗透压增高,杯状细胞密度下降,发生明显的干眼改
变。 Zhu 等
[10]将新西兰白兔的一侧泪腺摘出,用其自体
外周血淋巴细胞培养 5d 后,将培养的自体混合细胞液注
射至对侧泪腺,以诱导对侧泪腺组织产生自身免疫性泪
腺炎,从而产生干眼病症状。 吴艺等
[11]摘除家兔泪腺和
Harder 腺制成兔干眼病模型;马轶群等
[2,12] 通过切除兔
睾丸和附睾成功建立去势雄兔干眼病模型,通过喂养维
生素 A 缺乏食物建立了维生素 A 缺乏兔干眼病模型;田
明霞等
[13]通过睑缘缝线机械性阻止大鼠瞬目,制作了暴
露性干眼病大鼠模型;刘常明等
[14]通过百日咳疫苗加完
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背部皮下及四肢腋下淋巴结,诱导了结膜干燥症模型;
Dursun 等
[15]通过经鼠皮肤安装东莨菪碱装置并将小鼠
暴露在持续的气流中,在雌鼠中成功制造了干眼模型。
这些动物模型为进一步进行干眼病的研究奠定了基础。
从以上的这些造模方法中,大都是根据发病机制的不同,
制造了以下几种模型:(1)泪腺炎症模型;(2)蒸发过强
性模型;(3)神经调控模型;(4)性激素调控模型。 这些
造模方法虽然都能使动物产生干眼的表现,但都具有一
定的局限性,都无法完全模拟干眼产生的所有可能病因。
摇 摇 本实验采用马轶群等
[2,12]通过切除大鼠睾丸和附睾
成功建立去势雄鼠干眼病模型,是基于以下几方面的考
虑:(1)造模方法操作较简单,手术成功率高。 (2)在本
课题的前期研究中密蒙花总黄酮可以与眼组织雄激素受
体结合,考虑拟雄激素效应是其治疗干眼病的主要机制
之一;Wickham 等
[16] 研究证实鼠、兔及人的泪腺、睑板
腺、结膜和角膜中存在雄激素、雌激素和黄体酮等性激素
受体,性激素与受体结合后有共同调节泪腺、睑板腺、结
膜和角膜的功能,性激素水平是影响干眼发病的重要因
素之一。 (3)该方法是目前制造雄激素水平下降的干眼
病模型中比较公认的造模方法。
摇 摇 本实验研究中通过检测大鼠 S玉t 和 BUT 发现,手术
对照组 3 和 5mo 后泪液分泌检测试纸被泪液浸湿的长度
和 BUT 均有明显减少(表 2,3),与正常组比较差异有统
计学意义(P<0. 05)。 这充分说明,大鼠切除睾丸和附睾
后导致体内雄激素水平下降(表 3),能影响泪液的分泌
和泪膜的稳定性,从而使大鼠产生干眼病的症状和体征。
参照张梅的标准也说明实验制作去势雄性 Wistar 大鼠干
眼病模型是成功的
[5]。
3.2 雄激素下降导致的干眼病摇 本实验通过去势后干眼
病动物模型的成功建立,已经可以帮助我们证实雄激素
在促进泪液分泌功能和维持泪膜稳定性方面的作用。 罗
丰年等
[17]在去势雄兔眼表及泪膜的变化的研究中发现,
雄兔去势后随着睾酮水平的下降,其泪液分泌量也相应
的减少,两者间呈正相关。 刘超等
[18]通过去势雄兔实验
研究进一步认识到雄激素水平降低可能通过细胞信号转
导途径,对靶基因转录的调控发生改变,导致一系列细胞
因子的表达发生改变,主要通过细胞凋亡途径和眼表组
织炎症反应,损伤泪腺结构、降低泪腺分泌功能;并且通
过细胞凋亡和眼表炎症反应导致干眼病。 Azzarolo 等
[19]
研究发现雄激素具有防止泪腺细胞凋亡及抗炎症反应的
作用
[20]。
摇 摇 通过以上研究,我们发现雄激素与干眼病的发生有
着非常密切的关系。 我们不仅完全能够在性激素降低所
导致的干眼病动物模型中找到干眼病与雄激素下降的显
著相关性。
3.3 密蒙花总黄酮对干眼病的影响摇 中医对干眼病的认
识有悠久的历史,干眼病暂无确切的中医病名,根据其症
状,轻症可归属于“白涩症冶,重症可归属于“外障翳症冶 、
“神水将枯冶的范畴。 干眼病在祖国医学中,一般认为其
病因为肺阴不足,或肝肾受损,阴血不足,目失濡养,或脾
肾虚弱,津液不布,或脾胃湿热,清浊升降失司,或余热未
尽等。 其辨证方法大多采用五轮理论之轮脏隶属关系,
强调眼表为标(轮),脏腑为本,宜辨轮脏之虚实,治则标
本兼顾。
摇 摇 密蒙花(Buddleja of ficinalis Maxim)别名老蒙花、锦
花、水黄饭花、虫见死、染饭花、糯米花、酒药花、断肠草,
为马钱科(Loganiaceae)醉鱼草属(Buddleja)落叶灌木密
蒙花树的花蕾,其味甘,性微寒,归肝经,属清热泻火药,
有清热(泻火)养肝,明目退翳之功效
[21]。 主治目赤翳
障、目昏干涩、多泪羞明、眼生翳膜、肝虚目暗、视物昏花
等症
[22]。 《张皆春眼科证治》云:“肝虚目昏,肝热赤翳皆
可用之,阴虚有热者尤宜。 此为眼科之要药。冶古籍中有
许多关于密蒙花为君药治疗干眼病的记载:《银海精微·
药性论》曰:“密蒙花,……入肝经,能明目。冶所收录代表
方剂为密蒙花散,以密蒙花为君药。 《银海精微·卷之
下》说:“密蒙花散:治久患内外障翳,羞明怕日,……风
热气障等病皆治之。冶《秘传眼科龙木论》亦有治疗眼表
干燥的论述:“密蒙花散:治风气攻注,两眼昏暗,眵泪羞
明。 睑生风栗,隐涩难开,或痒或痛,……昏涩隐疼,并暴
赤肿疼皆治之。冶金树森
[23]用复方密蒙花汤以密蒙花 30g
为君治疗结膜炎 30 例,取得较好疗效。 陈兆明
[24] 自拟
密蒙花散治疗小儿目眨,收到满意疗效。 可见密蒙花在
内可以清肝之积热,滋肝之阴液,在外可清卫表风热,为
治疗干眼病的理想药物。
摇 摇 现代研究认为密蒙花提取物中,活性成分为黄酮类
物质。 李教社等
[25]对密蒙花化学成分进行了研究,用色
谱等方法从密蒙花花蕾中分离得到 8 个黄酮类化合物。
目前研究已证明某些黄酮类化合物具有拟雄激素作
用
[26],可以用于治疗因性激素水平下降所致的某些疾
病,如骨质丢失等
[27]。 密蒙花提取物中所含有的 8 种黄
酮类物质同样属于植物性激素。 用放射性示踪标记方法
研究还表明密蒙花提取物中含有的大量黄酮类物质是细
胞膜雄激素受体的刺激物,可以与细胞膜雄激素受体结
合发挥生物学效应
[28]。
摇 摇 根据本研究结果,我们认为采用密蒙花总黄酮喂养
去势雄鼠并不能直接提高大鼠体内的睾酮水平,其机制
可能是密蒙花提取物与雄激素受体(androgen receptors,
AR)结合后,使雄激素受体阳性表达
[29],产生与雄激素
相似的生物学效应,此效应可能通过减少角膜和泪腺细
胞凋亡,炎症反应及调节免疫等多种途径来减轻角膜及
泪腺组织的损伤,保护其组织形态学结构,从而提高泪液
基础分泌量,维持泪膜稳定性,改善眼表干燥状态。 可以
认为密蒙花总黄酮可用于雄激素水平下降所导致的干眼
病的治疗。 但是,本实验只能从密蒙花总黄酮保护其组
织形态学结构,这一个侧面说明其对干眼病的作用机制,
其具体的分子生物学机制尚有待进一步研究。 同时,对
于临床上能否使用其来替代雄激素治疗雄激素水平下降
所致的干眼病以及长期使用密蒙花总黄酮是否会引起副
作用,及临床上具体的用法和用量及采用什么样的剂型
给药等诸多问题尚等待进一步的深入研究探讨。
摇 摇 本研究通过观察密蒙花总黄酮对去势雄鼠干眼病大
鼠模型基础泪液分泌量、泪膜稳定性、泪腺和角膜组织形
态学改变及血清睾酮水平测定,得出如下结论:(1)雄激
素水平下降可导致干眼病,采用双侧睾丸及附睾切除的
方法可成功建立雄激素水平下降所致大鼠干眼病动物模
型。 (2)密蒙花总黄酮可改善雄激素下降导致的干眼病
Wistar 大鼠角膜和泪腺组织的病理改变。 密蒙花总黄酮
能产生同丙酸睾酮治疗干眼病相似的效果。 密蒙花总黄
酮可能成为治疗干眼病的一个全新药物。
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